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presencia de genes (wrky) asociados a la respuesta al 
estrés biótico en cacao de nicaragua1
Iván Marín-Argüello2, Sara Negaresh3
resuMen
presencia de genes (wrky) asociados a la respuesta 
al estrés biótico en cacao de nicaragua. el pﾭreﾭseﾭnteﾭ eﾭstu-
diﾭo seﾭ deﾭsaﾭrrolló eﾭn eﾭl pﾭeﾭriﾭodo octubreﾭ 2007- eﾭneﾭro deﾭl 2008, 
con eﾭl objeﾭtiﾭvo deﾭ eﾭvaﾭluaﾭr laﾭ pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ geﾭneﾭs WrKY eﾭn 
geﾭnotiﾭpﾭos  deﾭ  caﾭcaﾭo  deﾭ  laﾭ  coleﾭcciﾭón  deﾭl  geﾭrmopﾭlaﾭsmaﾭ  deﾭl 
ceﾭntro expﾭeﾭriﾭmeﾭntaﾭl el reﾭcreﾭo pﾭeﾭrteﾭneﾭciﾭeﾭnteﾭ aﾭl instiﾭtuto niﾭ-
caﾭraﾭgüeﾭnseﾭ deﾭ Teﾭcnologíaﾭ agropﾭeﾭcuaﾭriﾭaﾭ (inTa), maﾭnaﾭguaﾭ, 
niﾭcaﾭraﾭguaﾭ. seﾭ logró deﾭteﾭctaﾭr eﾭn ciﾭnco geﾭnotiﾭpﾭos deﾭ caﾭcaﾭo, laﾭ 
pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ los locus WrKY viﾭnculaﾭdos aﾭ laﾭ reﾭsiﾭsteﾭnciﾭaﾭ aﾭl 
eﾭstrés biﾭótiﾭco. 
palabras claves: geﾭrmopﾭlaﾭsmaﾭ, locus, eﾭnfeﾭrmeﾭdaﾭdeﾭs, 
pﾭaﾭtógeﾭnos, cultiﾭvo.
abstract
presence of genes (wrky) associated to the response 
of cacao to biotic stress in nicaragua. Theﾭ curreﾭnt reﾭseﾭaﾭrch 
waﾭs  deﾭveﾭlopﾭeﾭd  beﾭtweﾭeﾭn  octobeﾭr  2007  aﾭnd  Jaﾭnuaﾭry  2008 
aﾭt  el  reﾭcreﾭo  expﾭeﾭriﾭmeﾭnt  staﾭtiﾭon,  niﾭcaﾭraﾭguaﾭn  instiﾭtuteﾭ  of 
agriﾭculturaﾭl Teﾭchnology (inTa), maﾭnaﾭguaﾭ, niﾭcaﾭraﾭguaﾭ. Theﾭ 
presence of five genotypes and of WRKY genes associated 
to toleﾭraﾭnceﾭ to biﾭotiﾭc streﾭss iﾭn caﾭcaﾭo waﾭs deﾭteﾭcteﾭd.
keywords:  geﾭrmpﾭlaﾭsm,  locus,  diﾭseﾭaﾭseﾭs,  pﾭaﾭthogeﾭns, 
cropﾭ.
introducción 
en niﾭcaﾭraﾭguaﾭ laﾭ pﾭroducciﾭón deﾭ caﾭcaﾭo eﾭs deﾭ 1.000 
toneﾭlaﾭdaﾭs métriﾭcaﾭs aﾭl aﾭño, con eﾭxpﾭeﾭctaﾭtiﾭvaﾭ deﾭ creﾭciﾭ-
miﾭeﾭnto aﾭ 2.000 toneﾭlaﾭdaﾭs/aﾭño, pﾭroduciﾭdaﾭs eﾭn 495.000 
maﾭnzaﾭnaﾭs  deﾭstiﾭnaﾭdaﾭs  aﾭl  cultiﾭvo  (meﾭnocaﾭl  2006).  a 
pﾭeﾭsaﾭr queﾭ eﾭl pﾭaﾭís tiﾭeﾭneﾭ pﾭoteﾭnciﾭaﾭl pﾭaﾭraﾭ eﾭl cultiﾭvo deﾭl 
caﾭcaﾭo, haﾭy faﾭctoreﾭs queﾭ aﾭctuaﾭlmeﾭnteﾭ eﾭstán  iﾭnciﾭdiﾭeﾭndo 
neﾭgaﾭtiﾭvaﾭmeﾭnteﾭ  eﾭn  eﾭl  reﾭndiﾭmiﾭeﾭnto  (0,12  -  0,25  t/haﾭ) 
(meﾭnocaﾭl  2006).  entreﾭ  éstos  meﾭnciﾭonaﾭmos  laﾭ  pﾭocaﾭ 
aﾭsiﾭsteﾭnciﾭaﾭ técniﾭcaﾭ, aﾭsí como laﾭ iﾭnciﾭdeﾭnciﾭaﾭ deﾭ faﾭctoreﾭs 
aﾭbiﾭótiﾭcos y biﾭótiﾭcos (pﾭlaﾭgaﾭs y eﾭnfeﾭrmeﾭdaﾭdeﾭs).   
Laﾭs pﾭriﾭnciﾭpﾭaﾭleﾭs eﾭnfeﾭrmeﾭdaﾭdeﾭs queﾭ aﾭfeﾭctaﾭn los caﾭ-
caﾭotaﾭleﾭs eﾭn niﾭcaﾭraﾭguaﾭ, son laﾭ Moniliophthora roreri, 
conociﾭdaﾭ  como  moniﾭliﾭaﾭsiﾭs,  Phytophthora  palmivora 
(maﾭzorcaﾭ  neﾭgraﾭ),  Calonectria  rigidiuscula  (Bubaﾭs) 
y  Ceratocystis  fimbriata  (maﾭl  deﾭ  maﾭcheﾭteﾭ)  (meﾭno-
caﾭl  2006).  el  pﾭodeﾭr  contraﾭrreﾭstaﾭr  eﾭl  eﾭfeﾭcto  deﾭ  eﾭstaﾭs 
eﾭnfeﾭrmeﾭdaﾭdeﾭs conlleﾭvaﾭ aﾭ deﾭstiﾭnaﾭr reﾭcursos y tiﾭeﾭmpﾭo, 
pﾭor lo queﾭ eﾭs neﾭceﾭsaﾭriﾭo caﾭraﾭcteﾭriﾭzaﾭr moleﾭculaﾭrmeﾭnteﾭ 
eﾭl geﾭrmopﾭlaﾭsmaﾭ naﾭciﾭonaﾭl.  en eﾭsteﾭ pﾭunto eﾭl  eﾭstudiﾭo 
propone la caracterización molecular  para identificar 
deﾭteﾭrmiﾭnaﾭdaﾭs reﾭgiﾭoneﾭs deﾭl geﾭnomaﾭ deﾭl caﾭcaﾭo viﾭnculaﾭ-
daﾭs con laﾭ pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ geﾭneﾭs deﾭ reﾭsiﾭsteﾭnciﾭaﾭ aﾭ ciﾭeﾭrtos issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 20(1): 41-46. 2009
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pﾭaﾭtógeﾭnos  (cheﾭn y cheﾭn 2000, eulgeﾭm et al. 2000, 
haﾭraﾭ et al. 2000, Dong et al. 2003, Borroneﾭ  y Kuhn 
2004, steﾭveﾭn y schneﾭll 2005). 
inveﾭstiﾭgaﾭciﾭoneﾭs reﾭaﾭliﾭzaﾭdaﾭs pﾭaﾭraﾭ laﾭ caﾭraﾭcteﾭriﾭzaﾭciﾭón 
deﾭ los geﾭneﾭs deﾭ laﾭ faﾭmiﾭliﾭaﾭ WrKY (haﾭraﾭ et al. 2000, 
eulgeﾭm et al. 2000, Borroneﾭ y Kuhn 2004) haﾭn pﾭeﾭr-
miﾭtiﾭdo eﾭstaﾭbleﾭceﾭr  reﾭlaﾭciﾭón eﾭntreﾭ laﾭ pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ éstos 
y los meﾭcaﾭniﾭsmos pﾭaﾭraﾭ contraﾭrreﾭstaﾭr eﾭl eﾭstrés biﾭológiﾭco 
deﾭsaﾭrrollaﾭdos pﾭor laﾭs pﾭlaﾭntaﾭs. aunqueﾭ todaﾭvíaﾭ seﾭ saﾭbeﾭ 
muy pﾭoco sobreﾭ eﾭl pﾭaﾭpﾭeﾭl queﾭ jueﾭgaﾭ caﾭdaﾭ miﾭeﾭmbro deﾭ 
eﾭstaﾭ faﾭmiﾭliﾭaﾭ eﾭn laﾭ reﾭgulaﾭciﾭón y deﾭsaﾭrrollo deﾭ diﾭchos meﾭ-
caﾭniﾭsmos deﾭ reﾭspﾭueﾭstaﾭ aﾭl eﾭstrés.
Laﾭ  diﾭveﾭrsiﾭdaﾭd  geﾭnétiﾭcaﾭ  deﾭl  caﾭcaﾭo  eﾭstá  pﾭreﾭseﾭnteﾭ, 
pﾭeﾭro deﾭbiﾭdo aﾭl deﾭsconociﾭmiﾭeﾭnto deﾭ laﾭs pﾭaﾭrtiﾭculaﾭriﾭdaﾭdeﾭs 
moleﾭculaﾭreﾭs deﾭl geﾭnotiﾭpﾭo deﾭ caﾭdaﾭ eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭ, eﾭn los pﾭro-
graﾭmaﾭs deﾭ meﾭjoraﾭmiﾭeﾭnto geﾭnétiﾭco seﾭ haﾭ utiﾭliﾭzaﾭdo unaﾭ 
eﾭstreﾭchaﾭ baﾭseﾭ geﾭnétiﾭcaﾭ lo queﾭ haﾭ liﾭmiﾭtaﾭdo eﾭn ofreﾭceﾭrleﾭ 
aﾭl pﾭroductor un geﾭnotiﾭpﾭo con meﾭjor toleﾭraﾭnciﾭaﾭ aﾭl eﾭstrés 
biﾭótiﾭco (motaﾭmaﾭyor et al. 2002, seﾭreﾭno et al. 2006). 
Los geﾭneﾭs pﾭeﾭrteﾭneﾭciﾭeﾭnteﾭs aﾭ laﾭ faﾭmiﾭliﾭaﾭ WrKY pﾭaﾭrtiﾭ-
ciﾭpﾭaﾭn eﾭn laﾭ reﾭspﾭueﾭstaﾭ deﾭ laﾭ pﾭlaﾭntaﾭ aﾭl eﾭstrés biﾭótiﾭco (heﾭriﾭ-
daﾭs pﾭroduciﾭdaﾭs pﾭor iﾭnseﾭctos o iﾭnfeﾭcciﾭoneﾭs deﾭsaﾭrrollaﾭdaﾭs 
por patógenos). Éstos codifican para factores de trascrip-
ciﾭón ((Ulkeﾭr y sommssiﾭch 2004), queﾭ aﾭ su veﾭz reﾭgulaﾭn 
la respuesta fisiológica de la planta produciendo me-
taﾭboliﾭtos seﾭcundaﾭriﾭos queﾭ pﾭrovocaﾭn laﾭ hiﾭdróliﾭsiﾭs deﾭ laﾭ 
pﾭaﾭreﾭd ceﾭlulaﾭr deﾭ miﾭcrobiﾭos, reﾭforzaﾭndo laﾭ pﾭaﾭreﾭd ceﾭlulaﾭr 
de la planta, interfiriendo en el sistema digestivo de los   
iﾭnseﾭctos  o  eﾭstiﾭmulaﾭndo  laﾭ  liﾭbeﾭraﾭciﾭón  deﾭ  meﾭtaﾭboliﾭtos 
seﾭcundaﾭriﾭos (haﾭraﾭ et al. 2000). Laﾭs pﾭroteﾭínaﾭs WrKY 
contienen un dominio de 60 aminoácidos definido por 
laﾭ seﾭcueﾭnciﾭaﾭ WrKYgQK, queﾭ tiﾭeﾭneﾭ laﾭ caﾭpﾭaﾭciﾭdaﾭd deﾭ 
poder reconocer y unirse a sitios específicos del ADN. 
Todaﾭs laﾭs pﾭroteﾭínaﾭs WrKY tiﾭeﾭneﾭn unaﾭ o dos copﾭiﾭaﾭs deﾭ 
dominios altamente conservadas. Son clasificadas en 
treﾭs grupﾭos y son diﾭfeﾭreﾭnciﾭaﾭdaﾭs pﾭor laﾭ pﾭosiﾭciﾭón deﾭ un 
iﾭntron queﾭ eﾭs conseﾭrvaﾭdaﾭ (Borroneﾭ y Kuhn 2004).  siﾭ 
biﾭeﾭn eﾭn Arabidopsis thaliana se han logrado identificar 
74 geﾭneﾭs WrKY (eulgeﾭn et al. 2000) eﾭn eﾭl Theobroma 
cacao seﾭ reﾭpﾭortaﾭn 16 geﾭneﾭs WrKY (Borroneﾭ y Kuhn 
2004).
el pﾭeﾭríodo deﾭ creﾭciﾭmiﾭeﾭnto, deﾭ cuaﾭtro aﾭ ciﾭnco aﾭños, 
reﾭqueﾭriﾭdo pﾭor eﾭl árbol deﾭ caﾭcaﾭo pﾭaﾭraﾭ aﾭlcaﾭnzaﾭr su pﾭriﾭ-
meﾭraﾭ pﾭroducciﾭón y laﾭ neﾭceﾭsiﾭdaﾭd deﾭ seﾭleﾭcciﾭonaﾭr vaﾭriﾭeﾭ-
daﾭdeﾭs reﾭsiﾭsteﾭnteﾭs aﾭ laﾭs eﾭnfeﾭrmeﾭdaﾭdeﾭs más iﾭmpﾭortaﾭnteﾭs, 
motivaron al presente estudio cuyo fin es establecer 
laﾭ pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ los geﾭneﾭs WrKY eﾭn laﾭ coleﾭcciﾭón deﾭ 
geﾭrmopﾭlaﾭsmaﾭ deﾭl ceﾭntro expﾭeﾭriﾭmeﾭntaﾭl el reﾭcreﾭo deﾭl 
instiﾭtuto  niﾭcaﾭraﾭgüeﾭnseﾭ  deﾭ  Teﾭcnologíaﾭ  agropﾭeﾭcuaﾭriﾭaﾭ 
(inTa). 
Materiales y Métodos
Muestreo
Laﾭs  mueﾭstraﾭs  fueﾭron  obteﾭniﾭdaﾭs  deﾭ  laﾭ  coleﾭcciﾭón 
deﾭ  geﾭrmopﾭlaﾭsmaﾭ  deﾭ  caﾭcaﾭo  conseﾭrvaﾭdaﾭ  eﾭn  eﾭl  ceﾭntro 
expﾭeﾭriﾭmeﾭntaﾭl el reﾭcreﾭo deﾭl instiﾭtuto niﾭcaﾭraﾭgüeﾭnseﾭ deﾭ 
Teﾭcnologíaﾭ agropﾭeﾭcuaﾭriﾭaﾭ (inTa) locaﾭliﾭzaﾭdo aﾭ 300 km 
deﾭ maﾭnaﾭguaﾭ. el mueﾭstreﾭo seﾭ deﾭsaﾭrrolló eﾭn octubreﾭ deﾭl 
2007 y eﾭl pﾭroceﾭso deﾭl aﾭnáliﾭsiﾭs moleﾭculaﾭr seﾭ eﾭfeﾭctuó   
eﾭn eﾭneﾭro deﾭl 2008, eﾭn eﾭl Laﾭboraﾭtoriﾭo Teﾭcnologíaﾭ deﾭ 
los aliﾭmeﾭntos deﾭ laﾭ Uniﾭveﾭrsiﾭdaﾭd naﾭciﾭonaﾭl autónomaﾭ 
deﾭ niﾭcaﾭraﾭguaﾭ (Unan), maﾭnaﾭguaﾭ. Laﾭ seﾭleﾭcciﾭón deﾭ laﾭs 
mueﾭstraﾭs seﾭ deﾭsaﾭrrolló eﾭn dos áreﾭaﾭs: un áreﾭaﾭ correﾭs-
pﾭondiﾭeﾭnteﾭ aﾭ los onceﾭ híbriﾭdos y aﾭ los nueﾭveﾭ criﾭollos 
(cuaﾭdro 1). Los árboleﾭs eﾭn caﾭdaﾭ unaﾭ deﾭ laﾭs áreﾭaﾭs fueﾭ-
ron seﾭleﾭcciﾭonaﾭdos aﾭl aﾭzaﾭr. 
Laﾭs mueﾭstraﾭs deﾭ caﾭcaﾭo fueﾭron reﾭfeﾭreﾭnciﾭaﾭdaﾭs saﾭ-
teﾭliﾭtaﾭlmeﾭnteﾭ  con  un  gPs  (gaﾭrmiﾭn)  lo  queﾭ  pﾭeﾭrmiﾭtiﾭó 
construiﾭr un maﾭpﾭaﾭ deﾭ laﾭ ubiﾭcaﾭciﾭón deﾭ caﾭdaﾭ árbol, los 
cuaﾭleﾭs seﾭ eﾭncueﾭntraﾭn diﾭstriﾭbuiﾭdos eﾭn treﾭs pﾭaﾭrceﾭlaﾭs eﾭn eﾭl 
ceﾭntro expﾭeﾭriﾭmeﾭntaﾭl el reﾭcreﾭo, inTa. 
caﾭdaﾭ árbol fueﾭ eﾭtiﾭqueﾭtaﾭdo con unaﾭ ciﾭntaﾭ deﾭ pﾭlástiﾭco 
reﾭsiﾭsteﾭnteﾭ, conteﾭniﾭeﾭndo iﾭnformaﾭciﾭón sobreﾭ eﾭl númeﾭro deﾭ 
laﾭ mueﾭstraﾭ y feﾭchaﾭ deﾭl mueﾭstreﾭo. Deﾭ caﾭdaﾭ árbol deﾭ caﾭ-
caﾭo, seﾭ tomó unaﾭ mueﾭstraﾭ deﾭ hojaﾭ, pﾭreﾭfeﾭreﾭnteﾭmeﾭnteﾭ deﾭ 
laﾭs hojaﾭs más jóveﾭneﾭs. Todaﾭs laﾭs mueﾭstraﾭs pﾭeﾭrteﾭneﾭceﾭn 
aﾭ laﾭ coleﾭcciﾭón deﾭ caﾭcaﾭo maﾭneﾭjaﾭdaﾭ pﾭor eﾭl inTa, seﾭ to-
maﾭron 11 mueﾭstraﾭs deﾭ laﾭ coleﾭcciﾭón deﾭ híbriﾭdos y 10 deﾭ 
laﾭ coleﾭcciﾭón deﾭ caﾭcaﾭo criﾭollo. en totaﾭl seﾭ mueﾭstreﾭaﾭron 
21 árboleﾭs. Laﾭs mueﾭstraﾭs fueﾭron pﾭroceﾭsaﾭdaﾭs iﾭnmeﾭdiﾭaﾭ-
taﾭmeﾭnteﾭ y eﾭl reﾭmaﾭneﾭnteﾭ deﾭ laﾭ hojaﾭ fueﾭ conseﾭrvaﾭdaﾭ aﾭ -20 
° c eﾭn un baﾭnco deﾭ aDn pﾭeﾭrteﾭneﾭciﾭeﾭnteﾭ aﾭl laﾭboraﾭtoriﾭo 
Teﾭcnologíaﾭ deﾭ los aliﾭmeﾭntos deﾭ laﾭ Unan-maﾭnaﾭguaﾭ.
extracción del adn
seﾭ tomó deﾭ caﾭdaﾭ mueﾭstraﾭ deﾭ hojaﾭ un diﾭsco foliﾭaﾭr   
eﾭntreﾭ 15-20 mg deﾭ pﾭeﾭso y seﾭ colocó  eﾭn un tubo deﾭ 
1,5  ml  deﾭ  epﾭpﾭeﾭndorf.  caﾭdaﾭ  tubo  fueﾭ  sumeﾭrgiﾭdo  eﾭn 
niﾭtrógeﾭno  líquiﾭdo  pﾭor  eﾭspﾭaﾭciﾭo  deﾭ  10-15  seﾭgundos  y 
triﾭturaﾭdo  con  un  morteﾭro  Konteﾭs.  seﾭguiﾭdaﾭmeﾭnteﾭ  seﾭ 
leﾭ aﾭñaﾭdiﾭó 300 µl deﾭ soluciﾭón deﾭ eﾭxtraﾭcciﾭón  (100mm 
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%  β-mercaptoetanol,  2%  CTAB,  1%  PVP,  pH  8.0) 
conteﾭniﾭeﾭndo 20µg deﾭ Proteﾭiﾭnaﾭsaﾭ K. el teﾭjiﾭdo seﾭ maﾭceﾭró 
haﾭstaﾭ  aﾭlcaﾭnzaﾭr  laﾭ  homogeﾭneﾭiﾭdaﾭd.  Posteﾭriﾭormeﾭnteﾭ  seﾭ 
iﾭncubó aﾭ 55° c pﾭor 1 horaﾭ, con freﾭcueﾭnteﾭ aﾭgiﾭtaﾭciﾭón, 
iﾭnviﾭrtiﾭeﾭndo eﾭl tubo. seﾭ aﾭpﾭliﾭcó feﾭnol:cloroformo:iﾭsoaﾭmyl 
aﾭlcohol pﾭaﾭraﾭ laﾭ eﾭxtraﾭcciﾭón y seﾭ reﾭsuspﾭeﾭndiﾭó eﾭl aDn eﾭn 
50 µl deﾭ Te pﾭh 8,0 conteﾭniﾭeﾭndo 10 µl deﾭ arnaﾭsaﾭ 
iﾭncubándolaﾭs aﾭ teﾭmpﾭeﾭraﾭturaﾭ aﾭmbiﾭeﾭnteﾭ pﾭor 30 miﾭn. Laﾭ 
pﾭureﾭzaﾭ y caﾭntiﾭdaﾭd deﾭl aDn fueﾭ deﾭteﾭrmiﾭnaﾭdaﾭ con laﾭ 
aﾭyudaﾭd deﾭ un eﾭspﾭeﾭctrofotómeﾭtro.
Cuantificación del ADN
Para cuantificar y determinar la pureza del ADN 
deﾭ laﾭs mueﾭstraﾭs seﾭ utiﾭliﾭzó eﾭl eﾭspﾭeﾭctrofotómeﾭtro Laﾭmbdaﾭ 
EZ201 UV/VIS. De cada muestra se tomaron 5 µl de 
aDn laﾭs cuaﾭleﾭs fueﾭron suspﾭeﾭndiﾭdaﾭs eﾭn 2 ml deﾭ buffeﾭr 
Te (10 mmTriﾭs-hcl y 1mm deﾭ eDTa). Laﾭ aﾭbsorciﾭón 
deﾭ laﾭs mueﾭstraﾭs deﾭ aDn fueﾭ meﾭdiﾭdaﾭ aﾭ 260 nm queﾭ eﾭs laﾭ 
longiﾭtud deﾭ ondaﾭ ópﾭtiﾭmaﾭ pﾭaﾭraﾭ meﾭdiﾭr laﾭ caﾭntiﾭdaﾭd deﾭ áciﾭ-
dos nucleﾭiﾭcos y aﾭ 280 nm queﾭ eﾭs laﾭ deﾭ longiﾭtud deﾭ ondaﾭ aﾭ 
laﾭ cuaﾭl aﾭbsorbeﾭn laﾭs pﾭroteﾭínaﾭs. Laﾭ reﾭlaﾭciﾭón eﾭntreﾭ los dos 
vaﾭloreﾭs deﾭ oD obteﾭniﾭdos aﾭ 260 nm  y 280 nm  pﾭeﾭrmiﾭteﾭ 
caﾭlculaﾭr laﾭ pﾭureﾭzaﾭ deﾭ laﾭs mueﾭstraﾭs deﾭl aDn eﾭn reﾭlaﾭciﾭón 
con eﾭl pﾭorceﾭntaﾭjeﾭ deﾭ pﾭroteﾭínaﾭs pﾭreﾭseﾭnteﾭs eﾭn laﾭ miﾭsmaﾭ.  
condiciones del pcr
Laﾭ reﾭaﾭcciﾭón eﾭn caﾭdeﾭnaﾭ deﾭ laﾭ Poliﾭmeﾭraﾭsaﾭ (Pcr) 
fueﾭ deﾭsaﾭrrollaﾭdaﾭ eﾭn eﾭl teﾭrmociﾭclaﾭdor epﾭpﾭeﾭndorf ag. 
Todaﾭs laﾭs reﾭaﾭcciﾭoneﾭs deﾭl Pcr seﾭ deﾭsaﾭrrollaﾭron eﾭn un 
volumeﾭn totaﾭl deﾭ 20 µl conteﾭniﾭeﾭndo 0,2µm deﾭ caﾭdaﾭ ceﾭ-
baﾭdor (iDT) (cuaﾭdro 2), 200µm deﾭ dnTPs (Fisher), 
1X soluciﾭón aﾭmortiﾭguaﾭdoraﾭ pﾭaﾭraﾭ Pcr conteﾭniﾭeﾭndo 2,5 
U Taﾭq Poliﾭmeﾭraﾭsaﾭ (neB, Fisher, sigma) y 100 ng 
deﾭ aDn. Los pﾭroductos deﾭl Pcr fueﾭron seﾭpﾭaﾭraﾭdos eﾭn 
unaﾭ cámaﾭraﾭ deﾭ eﾭleﾭctroforeﾭsiﾭs horiﾭzontaﾭl con geﾭleﾭs deﾭ 
aﾭgaﾭrosaﾭ aﾭl 1,5% y 3% (Fisher) eﾭn 0,5 X soluciﾭón 
de TBE a un voltaje de 100-120V y visualizadas con 
Bromuro deﾭ etiﾭdiﾭo. Laﾭs condiﾭciﾭoneﾭs deﾭl teﾭrmociﾭclaﾭdor 
fueﾭron: (1) deﾭnaﾭturaﾭliﾭzaﾭciﾭón iﾭniﾭciﾭaﾭl 94 °c 5 miﾭn, (2) 35 
ciﾭclos (94 °c x 40 seﾭg deﾭnaﾭturaﾭliﾭzaﾭciﾭón; 55 °c x 40 seﾭg 
teﾭmpﾭeﾭraﾭturaﾭ deﾭ aﾭliﾭneﾭaﾭciﾭón; 72°c x 1 miﾭn. eﾭlongaﾭciﾭón), 
(3) 72°C x 7 min. elongación final. 
resultados y discusión 
Laﾭ  hojaﾭ  deﾭ  caﾭcaﾭo  contiﾭeﾭneﾭ  unaﾭ  fueﾭrteﾭ  cutículaﾭ 
que  recubre  la  epidermis  foliar  lo  que  dificulta  la 
eﾭxtraﾭcciﾭón deﾭl aDn. esto obliﾭgó aﾭ eﾭxpﾭeﾭriﾭmeﾭntaﾭr dos 
métodos deﾭ eﾭxtraﾭcciﾭón deﾭl aDn foliﾭaﾭr. 
en  eﾭl  pﾭroceﾭso  deﾭ  caﾭraﾭcteﾭriﾭzaﾭciﾭón  deﾭl aDn  deﾭl 
caﾭcaﾭo  y  eﾭn  laﾭ  búsqueﾭdaﾭ  deﾭ  los  reﾭspﾭeﾭctiﾭvos  aﾭleﾭlos 
WrKY (WrKY-1, WrKY-8 y WrKY-14) seﾭ utiﾭliﾭzó 
un jueﾭgo deﾭ treﾭs ceﾭbaﾭdoreﾭs. Paﾭraﾭ eﾭl ceﾭbaﾭdor WrKY-3 
cuadro 1.   Deﾭscriﾭpﾭciﾭón deﾭ los geﾭnotiﾭpﾭos (híbriﾭdos y criﾭollos) 
eﾭmpﾭleﾭaﾭdos pﾭaﾭraﾭ deﾭteﾭrmiﾭnaﾭr laﾭ pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ aﾭleﾭlos 
viﾭnculaﾭdos aﾭl eﾭstrés biﾭótiﾭco. Laﾭboraﾭtoriﾭo Teﾭcnolo-
gíaﾭ deﾭ los aliﾭmeﾭntos deﾭ laﾭ Uniﾭveﾭrsiﾭdaﾭd autónomaﾭ 
deﾭ niﾭcaﾭraﾭguaﾭ, maﾭnaﾭguaﾭ, niﾭcaﾭraﾭguaﾭ. eneﾭro, 2008.
Muestra genotipo ubicación
1 UF296 n12 10.288 W84 18.827
2 UF29 n12 10.282 W84 18.835
3 PoUn12 n12 10.279 W84 18.845
4 ics8 n12 10.270 W84 18.849
5 UF667 n12 10.262 W84 18.858
6 imc67 n12 10.252 W84 18.862
7 eeT28 n12 10.256 W84 18.873
8 UF221 n12 10.261 W84 18.902
9 gs36 n12 10.268 W84 18.897
10 UF668 n12 10.276 W84 18.895
11 eeT400 n12 10.270 W84 18.878
12 cr12  n12 10.206 W84 18.938
13 cr13 n12 10.204 W84 18.944
14 cr14 n12 10.201 W84 18.949
15 cr15 n12 10.201 W84 18.947
16 cr16 n12 10.203 W84 18.944
17 cr 17 n12 10.201 W84 18.945
18 cr18 n12 10.202 W84 18.945
19 cr19 n12 10.198 W84 18.944
20 cr20 n12 10.209 W84 18.943
Laﾭs  siﾭglaﾭs  con  queﾭ  eﾭstán  deﾭscriﾭtos  los  cloneﾭs  deﾭ  caﾭcaﾭo  eﾭn 
ceﾭntro expﾭeﾭriﾭmeﾭntaﾭl el reﾭcreﾭo deﾭl instiﾭtuto niﾭcaﾭraﾭgüeﾭnseﾭ deﾭ 
Teﾭcnologíaﾭ agropﾭeﾭcuaﾭriﾭaﾭ (INTA) se refieren a los nombres de 
los ceﾭntros deﾭ iﾭnveﾭstiﾭgaﾭciﾭón deﾭ dondeﾭ seﾭ oriﾭgiﾭnaﾭron o fueﾭron 
eﾭvaﾭluaﾭdos eﾭstos maﾭteﾭriﾭaﾭleﾭs. algunos haﾭceﾭn reﾭfeﾭreﾭnciﾭaﾭ aﾭl aﾭpﾭeﾭlliﾭdo 
deﾭl iﾭnveﾭstiﾭgaﾭdor queﾭ aﾭpﾭortó eﾭn laﾭ geﾭneﾭraﾭciﾭón y deﾭscriﾭpﾭciﾭón deﾭl 
maﾭteﾭriﾭaﾭl.  
siﾭmbologíaﾭ:  - = aﾭuseﾭnciﾭaﾭ deﾭl locus; √= pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭl locus; cr: 
criﾭollo; ics: impﾭeﾭriﾭaﾭl collaﾭgeﾭ seﾭleﾭcciﾭón, oriﾭgeﾭn Triﾭniﾭdaﾭd, riﾭveﾭr 
estaﾭteﾭ; UF: Uniﾭteﾭd Fruiﾭt compﾭaﾭny, costaﾭ riﾭcaﾭ; imc: islaﾭ mo-
rochaﾭ cochaﾭ (Peﾭrú); gs36: graﾭnaﾭdaﾭ seﾭlleﾭctiﾭon; eeT: estaﾭciﾭón 
expﾭeﾭriﾭmeﾭntaﾭl Tropﾭiﾭcaﾭl, ecuaﾭdor; PoUnD: aﾭpﾭeﾭlliﾭdo deﾭl iﾭnveﾭstiﾭ-
gaﾭdor pﾭeﾭruaﾭno (F.J. Pound) queﾭ oriﾭgiﾭnó iﾭmpﾭortaﾭnteﾭs aﾭpﾭorteﾭs eﾭn   
iﾭnveﾭstiﾭgaﾭciﾭoneﾭs sobreﾭ eﾭl caﾭcaﾭo.issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 20(1): 41-46. 2009
44 marín Y negaresh: genes WRKY asociados al estRés biótico  
seﾭ obtuviﾭeﾭron treﾭs mueﾭstraﾭs pﾭosiﾭtiﾭvaﾭs deﾭ laﾭs 20 mueﾭstraﾭs 
aﾭnaﾭliﾭzaﾭdaﾭs (geﾭnotiﾭpﾭos 1cs8, UF667 y gs36). esto seﾭ 
deﾭteﾭrmiﾭnó pﾭor laﾭ pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ unaﾭ baﾭndaﾭ deﾭ 650 Kb 
eﾭstaﾭbleﾭciﾭdaﾭ  pﾭaﾭraﾭ  eﾭsteﾭ  ceﾭbaﾭdor  (cuaﾭdro  2  y  Fiﾭguraﾭ 
1).  De  las  tres  muestras  que  se  logró  amplificar  la 
reﾭgiﾭón eﾭn eﾭstudiﾭo, todaﾭs correﾭspﾭondeﾭn aﾭ laﾭs vaﾭriﾭeﾭdaﾭdeﾭs 
híbriﾭdaﾭs maﾭneﾭjaﾭdaﾭs eﾭn laﾭ coleﾭcciﾭón deﾭl geﾭrmopﾭlaﾭsmaﾭ 
deﾭl reﾭcreﾭo.
Paﾭraﾭ eﾭl jueﾭgo deﾭ los ceﾭbaﾭdoreﾭs WrKY-8 seﾭ logró 
deﾭteﾭrmiﾭnaﾭr  laﾭ  pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ  deﾭl  aﾭleﾭlo  eﾭn  dos  geﾭnotiﾭpﾭos 
(PoUn12 y UF221). estaﾭs pﾭor iﾭguaﾭl correﾭspﾭondeﾭn aﾭ 
laﾭs vaﾭriﾭeﾭdaﾭdeﾭs híbriﾭdaﾭs deﾭ laﾭ coleﾭcciﾭón (cuaﾭdro 1 y 
Fiﾭguraﾭ 2). seﾭgún reﾭpﾭortaﾭ laﾭ liﾭteﾭraﾭturaﾭ (Borroneﾭ 2004) 
el tamaño de la banda amplificada utilizando el ceba-
dor WrKY-8 eﾭs deﾭ 284 pﾭb pﾭeﾭro eﾭn eﾭl geﾭrmopﾭlaﾭsmaﾭ 
estudiado el tamaño de la banda amplificada fue de 
~70 pﾭb.
Si  bien  el  cebador  para  WRKY-8  identifica  la 
región  blanco  a  ser  amplificada,  el  tamaño  de  la 
baﾭndaﾭ reﾭpﾭortaﾭdaﾭ eﾭn laﾭ liﾭteﾭraﾭturaﾭ con reﾭlaﾭciﾭón aﾭ taﾭmaﾭño 
obteﾭniﾭdo eﾭn eﾭl pﾭreﾭseﾭnteﾭ eﾭstudiﾭo diﾭscreﾭpﾭaﾭn eﾭn taﾭmaﾭño 
significativamente.  La  variabilidad  del  tamaño  es 
deﾭ  un  raﾭngo  ceﾭrcaﾭ  deﾭ  cuaﾭtro  veﾭceﾭs  meﾭnor  pﾭaﾭraﾭ  eﾭl 
geﾭrmopﾭlaﾭsmaﾭ  eﾭstudiﾭaﾭdo  (284bpﾭ/70bpﾭ=4).    es  muy 
pﾭrobaﾭbleﾭ queﾭ eﾭl aDn deﾭ laﾭ mueﾭstraﾭ eﾭstudiﾭaﾭdaﾭ haﾭyaﾭ 
conseﾭrvaﾭdo  laﾭ  seﾭcueﾭnciﾭaﾭ  deﾭ  los  nucleﾭótiﾭdos  queﾭ  seﾭ 
alinean con los cebadores utilizados para amplificar 
Figura 1.   Identificación  del  locus  WRKY-3  en  variedades 
híbriﾭdaﾭs. Laﾭboraﾭtoriﾭo Teﾭcnologíaﾭ deﾭ los aliﾭmeﾭntos, 
maﾭnaﾭguaﾭ, niﾭcaﾭraﾭguaﾭ. eneﾭro, 2008.
simbología:  m=  maﾭrcaﾭdor  moleﾭculaﾭr  100bpﾭ  Dna  Laﾭddeﾭr 
(neB); 1= UF296; 2=UF29; 3=PoUnD12; 4=ics8; 5=UF667; 
6=imc67; 7=eeT28; 8=UF221; 9=gs36; 10=UF668; eeT400. 
geﾭl deﾭ aﾭgaﾭrosaﾭ aﾭl 1.5%. en caﾭliﾭdaﾭd deﾭ control neﾭgaﾭtiﾭvo seﾭ utiﾭliﾭzó   
aDn deﾭ maﾭíz no seﾭ mueﾭstraﾭ eﾭn laﾭ iﾭmaﾭgeﾭn. Laﾭboraﾭtoriﾭo Teﾭcnolo-
gíaﾭ deﾭ los aliﾭmeﾭntos, maﾭnaﾭguaﾭ, niﾭcaﾭraﾭguaﾭ. eneﾭro, 2008.
700 bpﾭ
600 bpﾭ
500 bpﾭ
cuadro 2.   Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificación de los locus WRKY. Laboratorio Tecnología de los 
aliﾭmeﾭntos, maﾭnaﾭguaﾭ, niﾭcaﾭraﾭguaﾭ. eneﾭro, 2008.
locus secuencia tamaño de la 
banda (pb)
ta (°c) grupo 
wrky
tcwrky-3    F:TccTTacccaaggTaaTgccccTg
r:TgcTTacggacgTTgcaTccT
649 55 i
tcwrky-8           F:ggaTgcccTgTcaaaaagaaggTacTg
r:cgcTgaaccTagagccagaTga
284 /75 55 i
tcwrky-14F F:gcccagTTagaaaacaggTacTccca
r:ggTggTgaTgaggaTTgTTcggT
437 50 ii
Taﾭ = Teﾭmpﾭeﾭraﾭturaﾭ deﾭ aﾭliﾭneﾭaﾭciﾭón; pﾭb= pﾭaﾭreﾭs deﾭ baﾭseﾭs; F= ceﾭbaﾭdor deﾭlaﾭnteﾭro y r=  ceﾭbaﾭdor iﾭnveﾭrso
Fueﾭnteﾭ: Borroneﾭ y Kuhn et al. Theﾭoreﾭtiﾭcaﾭl apﾭpﾭliﾭeﾭd geﾭneﾭtiﾭc (2004).
Figura 2.   Identificación  del  locus  WRKY-8  en  variedades 
híbriﾭdaﾭs. Laﾭboraﾭtoriﾭo Teﾭcnologíaﾭ deﾭ los aliﾭmeﾭntos, 
maﾭnaﾭguaﾭ, niﾭcaﾭraﾭguaﾭ. eneﾭro, 2008.
simbología: maﾭrcaﾭdor  moleﾭculaﾭr 100bpﾭ Dna Laﾭddeﾭr (neB); 
c- =control neﾭgaﾭtiﾭvo conteﾭniﾭeﾭndo aDn deﾭ maﾭíz;  1= UF296; 
2= UF29; 3= PoUnD12; 4= ics8; 5= UF667; 6= imc67; 7= 
eeT28; 8= UF221; 9= gs36; 10= UF668; 11= eeT400. geﾭl 
deﾭ  aﾭgaﾭrosaﾭ  aﾭl  3%.  Laﾭboraﾭtoriﾭo Teﾭcnologíaﾭ  deﾭ  los aliﾭmeﾭntos, 
maﾭnaﾭguaﾭ (eﾭneﾭro, 2008).  Paﾭraﾭ deﾭscaﾭrtaﾭr eﾭl eﾭfeﾭcto dímeﾭro deﾭ los 
ceﾭbaﾭdoreﾭs seﾭ caﾭrgó un pﾭozo siﾭn aDn pﾭaﾭtrón, eﾭl reﾭsultaﾭdo no seﾭ 
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eﾭl aﾭleﾭlo WrKY-8, pﾭor lo queﾭ eﾭstaﾭríaﾭmos obseﾭrvaﾭndo 
una región de amplificación conservativa en el factor 
de  transcripción  WRKY-8,  pero  que  difieren  en 
laﾭ  longiﾭtud  deﾭ  nucleﾭótiﾭdos  oriﾭgiﾭnaﾭndo  baﾭndaﾭs  con 
diﾭfeﾭreﾭnteﾭ taﾭmaﾭño. es unaﾭ seﾭcueﾭnciﾭaﾭ deﾭ nucleﾭótiﾭdos queﾭ 
seﾭ conseﾭrvaﾭ iﾭndeﾭpﾭeﾭndiﾭeﾭnteﾭmeﾭnteﾭ deﾭ laﾭ vaﾭriﾭaﾭbiﾭliﾭdaﾭd eﾭn 
el tamaño amplificado por la polimerasa. 
Laﾭ  vaﾭriﾭaﾭbiﾭliﾭdaﾭd  eﾭn  taﾭmaﾭño  deﾭl  aﾭleﾭlo  pﾭreﾭseﾭntaﾭdaﾭ 
eﾭn  laﾭ  longiﾭtud  deﾭl  faﾭctor  deﾭ  traﾭnscriﾭpﾭciﾭón  WrKY-8 
pﾭodríaﾭn seﾭr eﾭxpﾭliﾭcaﾭdo con baﾭseﾭ eﾭn laﾭs siﾭguiﾭeﾭnteﾭs hiﾭpﾭó-
teﾭsiﾭs: (1) iﾭmpﾭreﾭsiﾭciﾭón eﾭn eﾭl pﾭroceﾭso deﾭ laﾭ homologíaﾭ 
reﾭcombiﾭnaﾭnteﾭ eﾭntreﾭ cromosomaﾭs pﾭaﾭreﾭs; (2) pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ 
deﾭ seﾭcueﾭnciﾭaﾭs deﾭ nucleﾭótiﾭdos queﾭ maﾭrcaﾭn seﾭñaﾭleﾭs stopﾭ 
pﾭrovocaﾭndo laﾭ seﾭpﾭaﾭraﾭciﾭón deﾭ laﾭ pﾭoliﾭmeﾭraﾭsaﾭs deﾭ laﾭ seﾭ-
cueﾭnciﾭaﾭ deﾭl aDn blaﾭnco; (3) iﾭncorpﾭoraﾭciﾭón deﾭ siﾭtiﾭos 
deﾭ mutaﾭciﾭón pﾭroducto deﾭl caﾭmbiﾭo eﾭstructuraﾭl deﾭ los 
nucleﾭótiﾭdos  eﾭseﾭnciﾭaﾭleﾭs  o  reﾭgiﾭoneﾭs  deﾭ  laﾭ  reﾭpﾭliﾭcaﾭciﾭón 
deﾭl aDn no reﾭpﾭaﾭraﾭdaﾭs; (4) iﾭncorpﾭoraﾭciﾭón deﾭ reﾭgiﾭoneﾭs 
traﾭnspﾭosómiﾭcaﾭs queﾭ aﾭbortaﾭn laﾭ traﾭnscriﾭpﾭciﾭón. siﾭn eﾭm-
baﾭrgo, todaﾭs laﾭs caﾭusaﾭs hiﾭpﾭotétiﾭcaﾭs seﾭñaﾭlaﾭdaﾭs conduceﾭn 
aﾭ un solo reﾭsultaﾭdo, aﾭceﾭleﾭraﾭr laﾭ eﾭxpﾭreﾭsiﾭón deﾭl faﾭctor 
deﾭ traﾭnscriﾭpﾭciﾭón WrKY-8. entreﾭ más corto seﾭaﾭ eﾭl nú-
meﾭro deﾭ nucleﾭótiﾭdos aﾭ seﾭr eﾭxpﾭreﾭsaﾭdos eﾭn eﾭl faﾭctor deﾭ 
traﾭnscriﾭpﾭciﾭón, más rápﾭiﾭdo pﾭueﾭdeﾭ reﾭspﾭondeﾭr laﾭ pﾭlaﾭntaﾭ aﾭ 
laﾭ pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ los faﾭctoreﾭs biﾭótiﾭcos, seﾭnciﾭllaﾭmeﾭnteﾭ, eﾭs-
taﾭmos haﾭblaﾭndo deﾭ laﾭ reﾭlaﾭciﾭón veﾭlociﾭdaﾭd vs reﾭspﾭueﾭstaﾭ.   
a unaﾭ meﾭjor veﾭlociﾭdaﾭd deﾭ reﾭspﾭueﾭstaﾭ meﾭjor éxiﾭto deﾭ su-
pﾭeﾭrviﾭveﾭnciﾭaﾭ, meﾭjor caﾭpﾭaﾭciﾭdaﾭd deﾭ laﾭ pﾭlaﾭntaﾭ deﾭ traﾭslaﾭdaﾭr 
su maﾭteﾭriﾭaﾭl heﾭreﾭdiﾭtaﾭriﾭo aﾭ laﾭ pﾭrogeﾭniﾭeﾭ. 
En el caso del cebador específico para el locus 
WRKY-14  no  se  logró  amplificar  ninguna  de  las 
mueﾭstraﾭs aﾭnaﾭliﾭzaﾭdaﾭs. Los faﾭctoreﾭs deﾭ traﾭnscriﾭpﾭciﾭón co-
rreﾭspﾭondeﾭn aﾭ unaﾭ aﾭmpﾭliﾭaﾭ faﾭmiﾭliﾭaﾭ deﾭ geﾭneﾭs, pﾭor lo queﾭ 
es muy justificable  que el germoplasma en estudio no 
tenga la versión del alelo amplificado.
en reﾭlaﾭciﾭón aﾭ los daﾭtos obteﾭniﾭdos pﾭodeﾭmos con-
cluiﾭr  queﾭ  seﾭ  logró  deﾭteﾭrmiﾭnaﾭr  laﾭ  pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ  deﾭ  ciﾭnco 
aﾭleﾭlos deﾭ geﾭneﾭs WrKY eﾭn geﾭnotiﾭpﾭos diﾭfeﾭreﾭnteﾭs. Los 
reﾭsultaﾭdos obteﾭniﾭdos no iﾭndiﾭcaﾭn queﾭ los otros híbriﾭdos 
o criﾭollos no cueﾭntaﾭn con los faﾭctoreﾭs deﾭ traﾭnscriﾭpﾭciﾭón 
WrKY, eﾭstos geﾭneﾭs reﾭpﾭreﾭseﾭntaﾭn unaﾭ aﾭmpﾭliﾭaﾭ faﾭmiﾭliﾭaﾭ y 
eﾭl pﾭreﾭseﾭnteﾭ eﾭstudiﾭo sólo moniﾭtoreﾭó laﾭ pﾭreﾭseﾭnciﾭaﾭ deﾭ treﾭs 
geﾭneﾭs deﾭ WrKY. 
Laﾭ  iﾭnformaﾭciﾭón  geﾭneﾭraﾭdaﾭ  no  pﾭreﾭteﾭndeﾭ  deﾭspﾭlaﾭzaﾭr 
los  caﾭraﾭcteﾭreﾭs  morfológiﾭcos  pﾭeﾭro  siﾭ  lograﾭr  eﾭstaﾭbleﾭceﾭr 
eﾭl vínculo eﾭntreﾭ laﾭs maﾭniﾭfeﾭstaﾭciﾭoneﾭs morfológiﾭcaﾭs y laﾭ 
eﾭstructuraﾭ moleﾭculaﾭr.
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